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論 文 内 容 要 旨
緒 言
被子植物 の多 くには、受粉時に 自己 ・非 自己の花粉を認識 して、非 自己花粉で
のみ受精 して近親交配を妨げ る性質があ り、 自家不 和合性 と呼ばれている。アブ
ラナ科植物 は胞子体型 自家不和合性を有 し、1座 位に100を 越す複 対立遺伝子,S,
が存在 して、それ らの一致 ・不一致によって 自己 ・非 自己の認識が起 きると説明
されて いる。近年、 自家不和 合性 に関連 した幾つかの遺伝子やタ ンパ ク質が単離
され、S遺 伝子との関連性、 自己 ・非 自己の認識機構への関与が検討 されて いる。
本研 究では、まずアブ ラナ科 の自家不和合性研究に関 して、近年の研究の発展
を抄録 し、関連す る遺伝子の関係 について検 討 し(第1章)、 その中で も特 に認
識反応 に直接 関与 していると考 え られる5Zσ遺伝子 と5鵬 伝子 をβ畑S310∂0餌 ρ一
e3t百Sの 柱頭か ら単離 し、その発現、S遺 伝子 との連鎖を調べ、それ ら遺伝子間
の 関連性 を検討 した(第2章)。 一方、柱頭に存在 し、SLGと 約55%相 同性 のある
NS糖 タンパ ク質(SRA)の 変異、遺伝性、 自家不和合性 との関連性 につ いて検討 した
(第3章)。 また、これ まで検 出されていなか った花粉側での8遺 伝子産物の検
出を試み、蔚壁中に柱頭のSLG抗 体 と反応す るタ ンパ ク質を検 出 し、その特性 につ
いて検討 した(第4章)。 これ らの結果を踏まえて 自家ネ和合性の認識反応に関
与す る遺伝子 について考察 した ものである。
第1章 アブ ラナ科植物の 自家不和合性研 究の現状
本章では 自家不和合性研究 について抄録するとともに自家不和合性 に関連 して
クローニ ングされた遺伝子を筆者が関係 した研究 も含めて検討 した。S遺 伝子に
関連す るもの と して、∬砧5R鴉5脳,5R8,甜Pの 遺 伝子があ り(Table1-1)、 前者4
遺 伝子間のア ミノ酸 レベルでの ホモ ロジーは50%以 上 と高 い値を示す(Table1-2)。
これ らは多重遺 伝子族を形成 し、特 に 自家不和合性に直接関与 している乱6と5Rκ
が注 目されて いる。
第2章 自家不和 合性翫∂ssjcao餌 ρe鉱rjsに おける∫L6と∫Rκの クローニ ングと
その特徴
既存の研究か ら、柱頭 に存在す るS糖 タンパ ク質(SLG)が 自家不和合性 に関与 し
ている と考え られる。そ して、この遺伝子 と連鎖 した レセプター型のプ ロテイ ン
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キナーゼ(∫1認)が、β.01e澱oeθにおいて単離 され、構造解析がなされている。本研
究では、乱0と5Rπ をβ.0∂即e醜r∫sの 優性系統∫9から単離 し、自家不和合性 とこれ
らの遺 伝子間の関係を検 討 した。
且o∂即e5trls∫9ホ モ系統の柱頭cDNAラ イブラ リーを鋳型 と して、Sド メイ ンと
キナーゼ ドメイ ンにおいて高度 に保 存されている領域 をプライマーに用 いてPCRを
行 ったところ、約700bpの 大き さのDNA断 片が増幅 された。 この増幅産物 は、その
塩基配列か ら推定 して、5Rκ9の 一部であると考 えられた。次 に、 この断片をプ ロ
ーブ と して、∫9柱頭cDNAラ イブラ リーをスク リーニ ング し、最長の クロー ンにつ
いて塩基配列を決 定 した(Fig.2-1)。 これ と平行 して、∫9柱頭cDNAラ イブラ リーか
ら∫ZO9ク ロー ンの単離 も行い、塩基配列 を決定 した。5躍9は 疎水性の シグナルペ
プチ ドに続 いて、、∬69と98%の 相同性のあるSド メイ ンを持 ち、膜貫通領域 と考 え
られ る疎水性の高い領域 に連 な り、その後ろにセ リン/ス レオニ ン型のプ ロテイ
ンキナーゼ ドメイ ンを有 していることを明 らかに した(Fig.2-2)。
S遺 伝子 と5既 乱0遣 伝子の連鎖につ いて検討するために、まず評∫9ヘテ ロ個体
の 自殖次代の各個 体の8遺 伝子型を花粉 管の行動 によって決定 した。続 いて、遺
伝子型の決定 された個体 について5鳳5躍 遺伝子のRFLPパ ター ンの分離を調べた。
その結果、 これ ら2つ の遣伝子はいずれ もS遺 伝子の分離 と完全 に一致 し、S遺
伝子座上にあることを示 した(Fig.2-3)。
餓κ∬6遺 伝子はいずれ も柱 頭でのみ特異的に発現 し、繭や葉 においては発現 は
観察 されなか った(Fig。2-4)。
βm3sfo∂o∂ 即e説r13に おいて も、5脳 の レセプター部分 と乱αま98%と 高い相 同
性 を示 し、5L6と5獄 はタ ンデムに並んで、8遺 伝子 と連鎖 していることか ら考え
ると、この両者の存在が 自家不和合性認識反応 に深 く関わ って いるもの と考 え ら
れ る。
第3章 自家不和合性 翫as3∫cac観 ρesぴ∫sに存在す る蝿 糖 ダシ.バク質 の変異 と
、遺伝につ いて
アブラナ科植物 の柱頭にはSLGと 構造及 び発現部位 が類 似,したNS糖 タンパ ク質、・
(SRA)が 検 出され ている。,本研究 では、・このSRAの 自家不和合性 との 関連牲 を朋 ち
かにす るために、その遺伝性 、、変異、 自家不和合性との関連にっ いて抗SRAI抗 体
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を用 いて検 討 した 。
38ホ モ系 統 の 柱 頭抽 出物 を抗SRA1抗 体 を 用 い たIEF一 イ ム ノブ ロ ッ ト法 で検 討 す
る と、3種 類(5期1ホ モ、5脳4ホ モ 、5脳15脳4ヘ テ ロ)のSRAの パ タ ー ンに分 類 で き
た 。 いず れ のSRAに お いて も数 本 の バ ン ドが は しご状 に検 出され た。 また 、 これ ら
のSRAの 分 子 量 は 同一 であ った。 次 に、 ∫8∫9ヘテ ロ ・5棚15團4ヘ テ ロ個体 の 自殖次
代 につ いて5甜 の遺 伝 を調べ た。 交配 によ る花 粉 管 の 行動 と乱6の 分離 は完 全 に一
致 した。一 方 、5脳 の 分離 は1遺 伝 子座 に よ って説 明 され、∬6の 分離 とは相 関 し
な か った。(Table3-1,Fig.3-1)。 日本 及 び トル コの 自家不和 合性 β。oa卯e説rls
か ら抽 出 した30のSホ モ系統 のSRAの 変 異 につ いて 調べ た。,∬α遺伝 子 の変 異 とは
異 な り、,sRAは 等 電点 の異 な る4種 類 しか検 出 され な か った(Fig.3-2)。sRAは
β澱sslc∂ 属 の近 縁 野生 種 に も幅広 く存在 し、そ のIEF分 析 像 は いず れ もは しご状 の
バ ン ドパ ター ンと して 検 出され(Fig3-3)、 、受 粉 反応 に おい て必要 な タ ンパ ク質 で
は な いか と考 え られ た。
本研 究 か ら、∫樹 と∬0が 座 位 の 全 く異 な る遺 伝 子 に支 配 され て お り、SRAは 自家
不 和 合性 とは 直接 関係 しな い こ とを 明 らか に した。 そ の存在 の 一 般性 か ら考 え る
と、 受粉 反 応 に は何 らかの重 要 な 役割 を担 って い る と考 え られ る。
第4章 自家不 和 合性 β燗3sloa属 植 物 の 繭 に 存在 す るS糖 タ ンパ ク質 様 タ ンパ ク
質 につ いて
アブ ラナ科 自家 不和 合 性 に お いて 、花 粉 側 の8遺 伝 子産 物 の検 出が 問題 とな っ
て い る。本 研 究 では 、 マ ウス を用 い て特 異 性 の 高 い抗SLG8抗 体 を得 、 イ ム ノブ ロ
ッ ト法 によ り、謁 中にSLGと 相 同性 のあ るタ ンパ ク質 を検 出 し、 そ の諸特 性 を明 ら
か に した。
58,∫9,∫12の 柱 頭 を イ ムノブ ロ ッ ト法 に よ って 分析 を行 うと、 そ れ ぞれ のSLGを
含 んだ数 本 の バ ン ドと反 応 す る特 異性 の高 い抗 体 を得 た。 この抗 体 を用 いて ∫8,
∫9,∫12の 菊 抽 出物 を分 析 した とこ ろ酸性 側 に1本 の バ ン ドが検 出 され た 。 しか し、
s遺 伝 子 の違 いに よ る等 電点 の差 異 は観 察 され な か った(Fig.4-1)。 この タ ンパ ク
質 をSAP(S-glycoprotein・likeantherpfotein)と 呼 ぶ こ とに した6
蒲 抽 出物 を21次 元電 気泳 動 に よ って 分離 し、 イム ノブ ロ ヅ ト法 でSAPを 検 出 して
分 子 量 の推 定 す る とと もに、ConA一 ウeroxidase法 を用 い てS4PのConA反 応性 につ い
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て検 討 を行 った。 その結 果、 このSAPは29kDa,29'kDa,83kDaの3っ の ス ポ ッ トと
して検 出 され たが 、ConA-peroxidas6法 で は この ス ポ ッ トに対 応 す る もの は検 出 さ
れ なか った(Fig.4-2)。'こ の ことか ら、 このsAPに は 少 な くと もsLGと 同 じ糖 鎖 が な
い もの と考 え た。
∫8ホモ 系統を 材 料 と し、繭 で のSAPの 形 成過 程 を 分析 した。SAPは 、1核 期 前 ～
中期(開 花17日 前)頃 か ら発 現 し、2核 期 後 期 ～3核 期前 期(開 花7日 前)頃 に
発現 量 は 最 大 とな った。 柱頭 のSLGと 比 較 して約6日 ほ ど早 く発 現 し、発 現量 が 最
大 とな る時期 も異 な って いた(Fig.4「3)。
次 に このSAPが 、花 粉 に存在 す るの か繭 壁 に存 在 す るの かを 検討 した 。Tris緩 衝
液 、筆 の い ず れの 方 法 で花粉 を 除去 して もSAPは 繭 壁 側 に存 在 した。 ま た 、洗 浄 に
用 いた緩 衝 液 中 に もこのSAPは 検 出 され た。 しか し、 花 粉抽 出物 に この タ ンパ ク質
が 存在 す るの か はは っき り しな か ったが 、 ア ル カ リ側 に蒋 壁 には な い数 本 の バ ン
ドが 検 出さ れ た。 このSAPは 薪 壁 中に可 溶 な形 で 存在 して いる と考 え られ た 。
SAPは β畑3sloa属 とその 近縁 野 生 種 に広 く存 在 して い たが 、種 に よ って 等 電点 が
若 干 異 な る こ とが わか った(Fig.4-4)。
こ う した こ とか ら、 繭 中には 等 電点 、分 子 量 、糖 鎖 の有 無 に 関 して は異 な るが 、
血 清反 応 的 に類 似 した構 造 を持 った タ ンパ ク質 が存 在 して い る こ とを 明 らか に し
た 。
結語
本研究では、アブラナ科植物の 自家不和 合性 に関連 した柱頭側の遺伝子(5ZO,
謂κ,5烈,5Rβ)の うちで、∬6,5既 ∫朋遺 伝子 に関 して、β.G翻ρθ説万sを 材料 と して
その諸特性 を明 らかに した。柱頭に発現 している∬6と51～κが8遺 伝子 と完全に連
鎖 していることか ら、∫ZOと5矧【は自家不和合性反応における自己 ・非 自己の認識
に強 く関与 していると思 われ る。 しか し㍉柱頭で発現 し5Z6と 約55%相 同性 のあ る
㎜ は、 自家不和合性の認識反応に直接関係 していないことも明 らかに した。
一方、花粉 ・繭側 において、柱頭のSLGの 抗体 と反 応す るSAPの 存在を明 らかに
したが、S遺 伝子型によ って、等電点、分子量に変異が見 られなかった。SAPは
∫Z6あるいは5:腿遣伝子か らの異なったプ ロセ ッシングによる産物 か、5L6,5騰 伝
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第二章では,関 連遺伝子類でも特に注目されるSLG(S糖 タンパ ク質)とSRK(Sレ セプ
ターキナーゼ)のcDNAを 柱頭からク揖一二γグして,そ れらの特性について検討 した。その結
果,鎚 と.SRK.は 柱頭で特異的に発現 し,相 互に連鎖 し,さ らにクラシカルな遺伝分析で明ら
かになっているS遺 伝子とも連鎖 して遺伝するこどを明らかにした。また,SRKの レセプター ド
メインがSLGと 塩基 レベルで98%の 相同性があ り,非 常に相同性の高いものであることを示 し
た。 これ らの事実は,自 家不科合性にタンパク質の リン酸化を介 した情報伝達系が関与 している
ことを示唆している。
第三章では,SLGと ホモロジーの高い,SRAタ ンパク質(S関 連タンパク質A)に 注 目してそ
の特異抗体を作成 し,こ れを用いてSLGと の関連性を調べた。墨 はL並 とは独立に遺伝する
こと,SRAは 認識反応には直接は関与 していないこと,ま たSLGに は100を 越す変異体が有るこ




反応するタンパク質が繭中に存在し,そ れは遺伝子型に関わらず等電点が約5.0で あ り,コ ンカ
ナバ リンA反 応性がないこと,そ れは1核 期前後の若い繭に形成されることを示 した。なお,本
章の基となった報文は花粉側で見られる特異タソパク質に関する世界で初めての報告であった。
以上本研究は,ア ブラナ類の育種の際の,生 殖過程制御に用いられている自家不和合性に関 し
て新たな知見を与えたものである。よって,著 者は博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資
格があるものと判定された。
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